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Resumo 
 
A diminuição do estrogênio na pós-menopausa leva à perda de efeitos antioxidantes, 
promovendo o aumento de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, favorecendo a 
ocorrência de lesões oxidativas. Por sua vez, as isoflavonas da soja (ISO) são 
conhecidas por seu alto teor em antioxidantes. Objetivo: Avaliar o balanço pró-
oxidante/antioxidante e as alterações morfológicas no útero de ratas ovariectomizadas 
(OVX) sob a influência das ISO. Metodologia: Utilizaram-se vinte ratas Wistar com 95 
dias, divididas em quatro grupos: GI-Sham (fase estro); GII- OVX; GIII- OVX tratadas 
com extrato concentrado de ISO (150 mg/kg/dia) por gavagem; GIV- OVX tratadas por 
via subcutânea com 17β-estradiol (10 µg/Kg/dia). Após trinta dias de tratamento, as 
ratas foram eutanasiadas, o terço distal dos cornos uterinos fixado em formol a 10% e 
processado para histomorfometria e imunoistoquímica para a proteína ki-67. O restante 
do útero foi mergulhado em nitrogênio líquido e, posteriormente, analisado para 
quantificação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (DCF); avaliação da 
capacidade antioxidante total (TAC); e detecção dos níveis de peroxidação dos lipídeos 
(TBARS). Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância, seguido pelo 
teste de Tukey-Kramer (p≤0,005). Resultados: A espessura do endométrio e 
miométrio, assim como a área glandular não diferiram significantemente entre GII e 
GIII, porém, mostraram-se menores em relação à GI e GIV. O grupo GIV exibiu 
espessura do miométrio significantemente maior que os demais grupos. A positividade 
dos núcleos quanto à expressão de ki-67 em ambos o epitélio glandular e o estroma 
endometrial foram significativamente maiores em GI e GIV comparados com GII e GIII. 
O tratamento com ISO revelou menores níveis de DCF e TBARS que GII, assim como 
TAC significantemente maior que GI e GIV. Em GIV, apesar da diminuição significante 
no TBARS, não houve diferença significante no DCF e foi evidenciada uma diminuição 
na TAC em comparação com GII. Conclusão: As isoflavonas melhoram os níveis de 
antioxidantes totais e diminuem o estresse oxidativo, sem promover efeito trófico e 
proliferação celular no útero de ratas ovariectomizadas. 
 
 
Palavras-chave: Isoflavonas, útero, estresse oxidativo, antioxidantes, peroxidação de 
lipídeos, histologia. 
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1 INTRODUÇÃO 
As espécies reativas de oxigênio/nitrogênio (ERO/ERN) são geradas 
continuamente por processos metabólicos e fatores externos (Semchyshyn, Lushchak, 
2012). Níveis fisiológicos adequados são necessários para a sobrevivência das células, 
uma vez que as espécies reativas estão envolvidas na regulação do crescimento 
celular, nas vias de sinalização intracelular e intercelular, na defesa imunológica, na 
ativação de genes e na síntese de substâncias importantes (Ascensão et al., 2005; 
Shaw et al., 2011). 
A defesa antioxidante é a responsável por manter o processo 
oxidativo dentro dos limites fisiológicos, contribuindo para a manutenção da integridade 
e função celular (Alexeyev, 2009). Um desequilíbrio neste processo promove um estado 
pró-oxidante, que desencadeia um estresse oxidativo, favorecendo o aparecimento de 
lesões em lipídeos, proteinas, DNA, RNA, coenzimas e outros componentes teciduais, 
que podem ser submetidos à oxidação pela ação das ERO/ERN (Kregel, Zhang, 2007). 
O hormônio ovariano estrogênio tem sido demonstrado por 
apresentar efeitos antioxidantes, devido à sua capacidade de sequestrar as espécies 
reativas, regular indiretamente a expressão das enzimas antioxidantes e, também, pela 
capacidade de quelar íons metálicos (Ruiz-Larrea et al., 1995). Estas propriedades do 
estrogênio previnem os efeitos deletérios do estresse oxidativo e protegem contra a 
degeneração celular (Prokai et al., 2006). 
Na pós-menopausa, quando os níveis de estrogênio se encontram 
diminuídos, há uma diminuição da defesa antioxidante e um aumento na formação das 
ERO/ERN. Por sua vez, o constante excesso dessas espécies reativas intensifica os 
danos às biomoléculas, causando lesões oxidativas, que contribuem de forma 
significativa na fisiopatologia de diversas doenças crônicas como as doenças 
neurodegenerativas, cardiovasculares, ósseas, bem como para os efeitos 
carcinogênicos (Finkel, 2003; Uttara, et al., 2009; Valko et al., 2007). 
 A Terapia hormonal (TH) com estrogênio, progesterona ou sua 
associação pode proporcionar diversos benefícios na transição menopausal (Corrao et 
al., 2008). No entanto, nos anos 80, alguns estudos relataram que a sua utilização, 
principalmente após tratamento prolongado, estava associada à indução da 
proliferação de células do útero e da mama, predispondo o desenvolvimento de câncer 
nesses órgãos (Gaete et al., 2012). Outros efeitos adversos ainda foram reportados, 
  
2 
 
como aumento do risco de tromboembolismo, acidente vascular cerebral e de doenças 
coronarianas. Atualmente tais estudos já foram questionados por vieses metodológicos 
e novas evidências apontadas, porém sua utilização ainda exige precaução (Canonico 
et al, 2008; Magliano et al., 2006). 
Os fitoestrogênios, compostos de plantas não-esteroides 
semelhantes ao estrogênio, particularmente as isoflavonas da soja, são muito 
investigados como alternativa para a clássica TH na prevenção e tratamento dos 
sintomas da menopausa (Florencio-Silva et al., 2013). Estudos indicam que as 
isoflavonas também possuem ação antioxidante, sendo sugerida fraca capacidade de 
eliminar os radicais livres, mas, no entanto, habilidade desses compostos em reduzir a 
oxidação do DNA e dos lipídeos, aumentar a atividade e expressão das enzimas 
antioxidantes e, ainda, atuar como quelantes de metais (Barbosa et al., 2006; Erba et 
al., 2012). 
Diversos estudos já avaliaram as isoflavonas da soja, no entanto, os 
dados ainda são controversos muito provavelmente devido as variáveis metodológicas 
existentes entre os estudos. Além do mais, poucos estudos avaliaram os efeitos das 
isoflavonas no útero e órgãos reprodutores, órgãos-alvo para o estrogênio, no que diz 
respeito à sua atividade antioxidante (Bahr et al., 2005). 
Nossos estudos têm por objetivo investigar a hipótese de que o uso 
do extrato concentrado de isoflavonas da soja melhoria a defesa antioxidante e evitaria 
o estresse oxidativo na ausência de estrogênio, sem provocar efeitos tróficos e 
proliferação celular no útero de ratas (Clarkson et al., 2011). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1. Estresse oxidativo 
2.1.1. Espécies reativas  
As espécies reativas são moléculas que surgem nos sistemas 
biológicos por processos contínuos e fisiológicos resultantes de funções biológicas do 
metabolismo durante o transporte de elétrons, nas reações enzimáticas, nas reações 
de auto-oxidação, ou ainda, pelo grupo heme de proteinas. Algumas dessas espécies 
reativas são radicais livres e outras são agentes oxidantes não-radicalares (Shami, 
Moreira, 2004).  
Os radicais livres são definidos como moléculas ou átomos que 
possuem um ou mais elétrons não-pareados em seu orbital. Eles são altamente 
instáveis, com meia-vida curta e quimicamente muito reativos. O termo Espécie Reativa 
de Oxigênio/Nitrogênio (ERO/ERN) é utilizado para identificar agentes oxidantes 
radicalares e não-radicalares, e que facilmente são convertidos em radicais (Halliwell, 
1994; Halliwell, Gutteridge, 1996). 
Em proporções adequadas os radicais livres e das ERO/ERN são 
importantes para a homeostase celular, participando de diversos mecanismos 
fisiológicos (Valko et al., 2007). Durante os processos metabólicos, os radicais atuam 
como mediadores para a transferência de elétrons nas várias reações químicas, 
facilitando a geração de energia. No organismo, encontram-se envolvidos na 
fagocitose, na regulação do crescimento celular, nas vias de sinalização e na síntese 
de substâncias biológicas importantes (Devasagayam et al, 2004). E ainda, quando 
ocorrem pequenas flutuações em suas concentrações, as espécies reativas atuam 
como mensageiros para manter diversas funções celulares, participando da ativação de 
genes e estando envolvidos nos mecanismos de defesa imunológica durante os 
processos inflamatórios (Pereira, 1996; Dröge, 2002). 
Algumas espécies reativas reagem rapidamente apenas com 
algumas substâncias, enquanto outras reagem rapidamente com inúmeras moléculas. 
Estas características geram diferentes níveis de efeitos biológicos, dependendo da sua 
taxa e local de formação, ambiente e compartimento celular (Halliwell, Gutteridge, 
2007). A tabela 1 mostra algumas das principais espécies reativas de interesse 
biológico provenientes do metabolismo celular e suas respectivas reatividades. 
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Tabela 1- Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio de interesse biológico.  
ESPÉCIES REATIVAS SÍMBOLO 
MEIA-VIDA  
(seg) 
REATIVIDADE 
Espécies reativas de oxigênio: 
Superóxido O2
- 10-6 
Gerado na mitocôndria, em sistemas 
cardiovasculares e outros 
Radical Hidroxila HO- 10-9 
Altamente reativo. Gerado durante 
sobrecarga de ferro 
Peróxido de Hidrogênio H2O2 Estável 
Gerado por várias reações. Forma 
radicais potentes como o OH
- 
Radical peroxila ROO- Segundos 
Reativo. Formado de lipídeos, 
proteínas, DNA, durante o dano 
oxidativo 
Espécies reativas de nitrogênio: 
Óxido Nítrico NO Segundos 
Gera potentes oxidantes durante 
estados patológicos 
Peroxinitrito ONOO- 10-3 
Altamente reativo. Formado a partir 
do NO e do O2
- 
Fonte: Adaptado de Devasagayam et al., 2004. 
 
2.1.2. Defesa antioxidante 
O sistema de defesa antioxidante é o responsável por mantém o 
processo oxidativo dentro dos limites fisiológicos e passíveis de regulação, limitando os 
níveis intracelulares das espécies reativas, impedindo que eles se elevem e resultem 
em danos irreparáveis (Rover et al., 2001). A estratégia desse sistema de defesa é 
evitar a formação ou neutralizar as ERO/ERN e reparar os danos causados por elas. 
Assim, o termo antioxidante pode ser considerado como qualquer substância que 
atrase, previna ou remova o dano oxidativo de uma molécula-alvo (Huang et al., 2005).  
Entre os mecanismos de ação antioxidante incluem a supressão da 
formação de espécies reativas pela inibição enzimática ou pela quelação de elementos 
envolvidos na formação de radicais livres; a eliminação direta das espécies reativas de 
oxigênio/nitrogênio; e a manutenção do mecanismo antioxidante de defesa regulado e 
protegido (Halliwell, Gutteridge, 2007).  
Esse sistema antioxidante pode ser desenvolvido por produção 
endógena ou adquirido pela dieta (exógena). Os principais antioxidantes enzimáticos, 
proveniente do organismo, são as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 
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(CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Dentre os antioxidantes não-enzimáticos 
destacam-se as vitaminas C e E, carotenoides, flavonoides, pigmentos biliares, urato e 
a glutationa (GSH), todos sendo captadores de radicais (Pietta, 2000). 
A capacidade antioxidante no interior de uma célula está atribuída 
principalmente ao sistema enzimático, enquanto que no plasma está relacionada com 
moléculas de baixo peso molecular, algumas provenientes da dieta, como as vitaminas 
e os compostos bioativos; e outras consideradas produtos de vias metabólicas, como o 
urato e a glutationa (Ghiselli et al., 2000). 
No sistema enzimático (figura 1) a SOD converte o O2
- em H2O2, 
protegendo em até 97% os alvos dos ataques desse radical. Nos humanos, a SOD 
possui três isoformas, a SOD-CuZn que atua no líquido extracelular, a SOD-Mn que 
está presente nas mitocôndrias e SOD Fe/Zn que encontra-se no citosol. O peróxido de 
hidrogênio é eliminado pela CAT e pela GPx. A CAT transforma o H2O2 em H2O e O2, e 
está localizada em maior abundância nos peroxissomos; já a GPx reduz o H2O2 em 
peróxidos orgânicos usando a glutationa (GSH) (Tada, 2011). A GSH é um tripeptídeo 
que se encontra na forma reduzida e atua contra a formação de radicais livres. A 
atividade da GPx e os processos oxidativos celulares geram o dissulfeto da glutationa 
ou glutationa oxidada (GSSG). Para a manutenção do ambiente redutor intracelular a 
razão entre glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) é mantida em níveis muito 
altos, evitando a depleção da GSH e o aumento da GSSG; sendo assim, a enzima 
glutationa redutase (GR) reduz a GSSG à custa de NADPH, regenerando a GSH 
(Halliwell, Gutteridge, 2007; Reischl, 2007). 
 
Figura 1- Esquema ilustrativo do mecanismo antioxidante nos sistemas biológicos. 
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A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) está envolvida 
com as defesas antioxidantes, fornecendo NADPH para a regeneração de GSSG. 
Quando o fornecimento de NADPH fica prejudicado, a função antioxidante da glutationa 
também fica afetada, causando sérios danos ao metabolismo celular (Slekar et al., 
1996). Já a gamma-glutamil transpeptidase (GGT) é uma glicoproteína intermembrana, 
responsável pela captação de cisteina, elemento limitante para a síntese de GSH. A 
GGT também é responsável pela degradação da glutationa, tornando-a disponível 
como fonte de cisteina para a síntese proteica (Tateishi et al., 1997). 
Na classe dos antioxidantes obtidos através da dieta, a vitamina C 
ou ácido ascórbico é um excelente agente redutor que pode, portanto, neutralizar as 
espécies reativas do oxigénio. O ácido ascórbico reage rapidamente com O2
- e OH-, 
formando semidehidroascorbato, evitando as ações deletérias destes radicais livres 
(Padayatty et al., 2003). As vitaminas E (tocoferois e tocotrienois) são vitaminas 
solúveis em lipídeos, sendo a mais estudada a α-tocoferol, por ser a mais biodisponível 
(Herrera, Barbas, 2001). A α-tocopherol protege as membranas da oxidação através da 
reação com o radical peroxila, produzidos na cadeia reativa da peroxidação de lipídeos, 
eliminando este radical e impedindo a reação de oxidação de prosseguir (Traber, 
Atkinson, 2007). Os carotenoides são pigmentos orgânicos encontrado nas plantas e 
microrganismos como algas e fungos, que são também conhecidos como agentes 
antioxidantes. O β-caroteno é o mais estudo entre os carotenoides, sendo sua eficácia 
conhecida por ser eficiente em varrer os radicais livres devido à presença de duplas 
ligações em sua cadeia longa (El-Sohemy et al., 2002). Por fim, os flavonoides são 
metabólitos secundários da classe dos polifenois, a qual se encontram as isoflavonas, 
que apresentam atividade antioxidante graças à presença de anéis fenólicos com um 
ou mais grupamentos hidroxila em sua estrutura química. Os flavonoides não só atuam 
como agentes oxidantes diretos como são capazes de ativar a expressão de genes que 
regulam as enzimas antioxidantes (Williams et al., 2004). 
 
2.1.3. Efeitos biológicos das espécies reativas 
Todos os organismos vivos possuem um ambiente intracelular de 
natureza redutora, no entanto, existe um equilíbrio entre as formas reduzida e oxidada 
das moléculas, que mantem o metabolismo e o funcionamento celular inalterado. O 
estresse oxidativo ocorre em condições em que há um desequilíbrio neste processo, 
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seja pela diminuição dos antioxidantes ou pelo aumento na geração das espécies 
oxidantes. Quando esse desequilíbrio se instala, observa-se um estado pró-oxidante, 
que favorece a ocorrência de lesões em biomoléculas (Ferreira, Matsubara, 1997). Os 
efeitos deletérios provocados pelas ERO/ERN resultam da oxidação de componentes 
celulares como tióis, cofatores enzimáticos, proteinas, nucleotídeos e lipídeos, que 
levam à alteração da função e da homeostase celular. (Bezzera et al., 2004). 
Os ácidos graxos poliinsaturados são as moléculas mais agredidas 
pelas ERO/ERN, sofrendo um processo em cadeia denominado de peroxidação 
lipídica. Entre os produtos finais formados durante o processo de peroxidação, 
destacam-se os gases de hidrocarbonetos e os aldeidos, como o malondialdeido 
(MDA) e o 4-hidroxynonenal (4-HNE) (Yu, 1994). A peroxidação lipídica promove grave 
alteração da membrana celular, levando a perda da fluidez, aumento da rigidez celular, 
alteração da função secretora, prejudica o transporte celular e aumento da 
permeabilidade da membrana, com liberação de nutrientes e substâncias citotóxicas no 
meio extracelular, que podem resultar na morte celular. Além disso, níveis elevados de 
MDA e 4-HNE provocam danos mitocondriais, oxidação de proteinas e do DNA, e 
inibição da síntese de DNA e proteinas (Bezzera et al., 2004). 
O dano às proteinas pode ocorrer pelo ataque direto das espécies 
reativas à sua estrutura, ou através de moléculas originadas de processos de oxidação, 
como o MDA e 4-HNE. Como a estrutura primária de uma proteína pode ser muito 
variável, esta pode sofrer inúmeros tipos de processos oxidativos, gerando diferentes 
produtos finais. As espécies reativas do oxigênio/nitrogênio podem inibir enzimas que 
editam e corrigem o RNA transportador, para formar a sequência correta de 
aminoácidos da proteina, resultando em uma síntese anômala de proteinas. Além 
disso, os radicais livres oxidam os aminoácidos cisteina e metionina, provocando sérias 
alterações na estrutura e função das proteinas. Essas proteinas oxidadas e alteradas 
são comumente degradas pelos proteossomos; mas, no decorrer da vida, a atividade 
do proteassomo diminui, causando menor degradação de proteinas anômalas e 
aumento na agregação dessas proteinas, o que induz a degeneração celular (Halliwell, 
Gutteridge, 2007). 
Os danos oxidativos ao DNA incluem a formação de ligações 
cruzadas de DNA e suas proteínas, bem como modificações das bases nitrogenadas 
que provocam alterações nas hélices de DNA, o que pode mudar a expressão gênica. 
Algumas proteínas nucleares são atacadas pelas espécies reativas e posteriormente 
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realizar essas ligações cruzadas com o DNA, ocasionando falhas no reparo celular, 
replicação, transcrição e descondensamento da cromatina. (Dizdaroglu et al., 2002). 
Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), as consequências do 
estresse oxidativo podem variar de acordo com o tipo celular e com a intensidade do 
estresse (Figura 2): 
 Proliferação celular: aumento da taxa de divisão celular; 
 Adaptação: aumento das defesas celulares, como catalase, superóxido dismutase e 
glutationa. Além disto, os alvos de dano oxidativo podem ser redirecionados, ou ainda, 
a produção basal de ERO/ERN pode ser reduzida; 
 Dano celular: dano a um ou mais tipos de biomoléculas, como lipídeos, proteinas, 
DNA, carboidratos, etc. Em casos de dano menor, a célula pode sobreviver com algum 
dano oxidativo persistente e irreparável, ou ainda promover o seu reparo; 
 Senescência: sobrevivência da célula, mas com o sistema de divisão celular 
comprometido; 
 Morte celular: após o dano a célula pode desencadear o processo de morte celular. 
 
Figura 2- Respostas celulares a diferentes graus de estresse oxidativo (adaptado de Halliwell. 
Gutteridge, 2007). 
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Os estudos relatam que o estresse oxidativo está envolvido na 
fisiopatologia de diversas doenças crônicas não-transmissíveis associadas ao 
envelhecimento, como doenças cardiovasculares, ósseas, neurodegenerativas, 
síndromes metabólicas e neoplasias. O desenvolvimento de tais patologias parece 
estar relacionado aos efeitos deletérios provocados pelas espécies reativas de 
oxigênio/nitrogênio sobre as biomoléculas e suas consequências (Uttara et al., 2009; 
Valko et al., 2007). 
 
2.2. Estrogênios 
Os estrogênios são um grupo de hormônios que produzem inúmeras 
ações fisiológicas em diversos tecidos reprodutivos e não reprodutivos (cardiovascular, 
músculo esquelético ou sistema nervoso central) (Bjornstrom e Sjoberg, 2005). Os 
efeitos deste hormônio incluem o crescimento e diferenciação celular; regulam da 
homeostase e do metabolismo de minerais, carboidratos, proteínas e lipídeos; atuam 
como antioxidantes; e ainda estão envolvidos nos processos inflamatórios, e nas ações 
neuroendócrinas do controle da ovulação (Kumar et al., 2010). No útero tem papel 
obrigatório na viabilidade e sobrevivência das células do endométrio, assim como do 
controle da proliferação celular (Chan et al., 2012). 
Os ovários são a principal fonte de estrogênios circulantes, 
sintetizados pelas células granulosas a partir de precursores androgênicos 
(androstenediona ou testosterona), que são produzidos pelas células da teca (Williams 
et al., 1996). O organismo produz naturalmente três formas principais de estrogênio: 
estrona (E1), 17β-estradiol (E2) e estriol (E3). O principal hormônio estrogênico 
secretado e fisiologicamente ativo é o 17β-estradiol (Vaisman, 2001).  
Os efeitos biológicos do E2 são mediados por duas isoformas 
conhecidas de receptores de estrogênios, referidas como receptor α (REα) e receptor β 
(REβ) e por um receptor de membrana acoplado à proteína G, GPR30 (Bai e Gust, 
2009; Nilsson et al., 2001).  
Os receptores de estrogênio pertencem a uma superfamília de 
receptores nucleares e atuam como fatores de transcrição regulados pela ligação a 
hormônios e encontram-se diferencialmente distribuídos pelo organismo. Estes são 
geralmente encontrados na membrana celular, citosol, bem como no núcleo e nas 
mitocôndrias das células neuronais e não neuronais (Kumar et al., 2010). Eles são 
  
10 
 
expressos em diferentes tipos de tecidos, no entanto ocorrem algumas diferenças nos 
seus padrões de expressão. O REα encontra-se no endométrio, mama, estroma 
ovariano e tecido hipotalâmico, enquanto o REβ se localiza no rim, cérebro, osso, 
coração, pulmões, mucosa intestinal, próstata e células endoteliais. A distribuição 
espacial dos receptores pode ser alterada ao longo da vida (Bai e Gust, 2009; Taylor et 
al., 2009).  
Os receptores de estrogênio têm como principal função a ligação de 
fatores de transcrição do DNA, que regulam a expressão de genes (Bai e Gust, 2009). 
No entanto, os hormônios esteroides não atuam somente a nível genômico, sendo 
demonstrados também mecanismos não-genômicos através da ação estrogênica direta 
nas membranas celulares ou no citosol (Shanle e Xu, 2011; Silva et al., 2010). 
Os estrogênios são capazes de eliminar de forma direta os radicais 
livres através do mecanismo não-genômico, devido à presença de um anel fenólico na 
estrutura de sua molécula (Prokai et al., 2006). Além disso, o estrogênio pode agir 
sobre as espécies reativas de forma indireta pela regulação da expressão das enzimas 
antioxidantes por meio dos receptores de estrogênio ou pela quelação de íons metais, 
evitando a formação dos radicais livres (Ruiz-Larrea et al., 1995; Vina et al., 2011). 
 
2.3. Menopausa 
A transição menopausal é uma fase do ciclo vital feminino entre o 
final da menacme até a senilidade, um marcador biológico caracterizado como a 
transição gradual da fase reprodutiva para a fase não reprodutiva. Essa fase se 
estende por um longo período dos 35 aos 60 anos da mulher e é marcada por 
alterações no ciclo menstrual e na duração ou quantidade do fluxo menstrual (Vaisman, 
2001). Na pré-menopausa a atividade dos ovários começa a declinar, resultando na 
queda progressiva da secreção dos hormônios estrogênio e progesterona, assim como 
na elevação da secreção dos hormônios luteinizante (LH) e folículo estimulante (FSH) 
pela hipófise (Bossemeyer, 1999).   
A menopausa é um momento pontual, definido retrospectivamente 
depois de decorrido doze meses de amenorreia e está associada ao esgotamento e 
perda da atividade dos folículos ovarianos (Aldrighi, 2002). Na pós-menopausa a 
ovulação não mais ocorre e os ovários não produzem estrogênio e progesterona, mas 
continuam a produzir testosterona. A estrona aumenta após a menopausa, quando as 
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glândulas adrenais apresentam um papel mais importante na síntese hormonal que os 
ovários. A suspensão definitiva dos ciclos menstruais reflete a ausência de níveis de 
estrogênio suficientes para proliferar o endométrio, sendo que todo o trato urogenital 
passa a sofrer um processo de atrofia (Grady, 2006). 
Cerca de 60 a 80% das mulheres refere algum tipo de 
sintomatologia durante a pré-menopausa e pós-menopausa, a sua maioria atribuída ao 
estado de hipoestrogenismo (De Lorenzi et al., 2005). Acredita-se que esses sintomas 
e alterações dependem da história de vida de cada mulher. O estrogênio atua em 
muitos tecidos e órgãos (trato urogenital, mama, sistema circulatório, pele, fígado, 
ossos, cérebro, etc.) e a diminuição dos seus níveis acarreta modificações no 
metabolismo geral, no psiquismo e no comportamento da mulher, que leva aos 
sintomas observados na menopausa (Quadro 2) (Teixeira, 2002). As principais 
sintomatologias desta fase são: os sintomas vasomotores (fogachos e suores 
noturnos), cefaleia, secura vaginal, alterações urinárias, ganho de peso, perda da 
libido, fadiga, ansiedade, insônia, depressão, irritabilidade e diminuição da memória 
(Pardini, 2007).  
 
Quadro 2- Sintomas pré-menopausa e pós-menopausa 
Órgãos-alvo  Sintomas 
Vulva  Atrofia, distrofia, prurido, dor. 
Vagina Dor, sangramento, predisposição a infecções 
genitais, secura vaginal. 
Bexiga/Uretra  Ectrópio, urgência miccional, incontinência urinária 
aos esforços, cistouretrite. 
Útero/Assoalho Pélvico Prolapso útero-vaginal. 
Pele/Mucosas Atrofia, prurido, traumatismos fáceis, 
envelhecimento cutâneo, rugas, alteração da 
pigmentação, anexos cutâneos e cabelos. 
Pregas Vocais Alteração da voz. 
Coração Doença coronariana. 
Ossos/Articulações Osteoporose e fraturas relacionadas, lombalgia, 
algia articular, fadiga e diminuição da força 
muscular. 
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Mamas Liposubstituição, redução de tamanho, flacidez. 
Sistema Nervoso Central Fogachos, suor, cefaleia, cansaço, fraqueza, 
irritabilidade, alteração do humor, redução da 
libido, introversão, tensão, depressão, perda da 
confiança. 
Fonte: Adaptado de Aldrighi et al., 2002 
  
Embora a transição menopausal seja um processo fisiológico na 
mulher, ele representa uma nova condição, acarretando mudanças profundas, podendo 
gerar distúrbios em considerável proporção, com consequências sistêmicas e 
potencialmente patológicas (Cavalcante et al., 2006). Estudos epidemiológicos indicam 
que a incidência de afecções crônico-degenerativas como as doenças 
cardiovasculares, neurodegenerativas, osteoporose, assim como os processos 
carcinogênicos aumentam significativamente nas mulheres após a menopausa (Evsen 
et al., 2013; Saltiki, Alevizaki, 2007). 
 
2.4. Terapia hormonal 
A Terapia Hormonal (TH) com estrogênio, progesterona ou sua 
associação tem indicação no controle das manifestações vasomotoras e urogenitais, 
assim como na prevenção da perda de massa óssea e outros sintomas da menopausa, 
decorrentes do decréscimo de produção dos esteroides ovarianos (Turner et al., 1994; 
Davison, Davis, 2003; Nelson et al., 2002).  
Nos anos 70 estudos mostraram que a administração da TH por 
tempo prolongado aumentava o risco de câncer de mama e endométrio, provocando 
cautela na sua utilização (Opperman-Lisbôa, Wannmacher, 2001; Stevenson, 2003). 
Nos anos subsequentes, a magnitude desses riscos foi criticada, pois a maioria dos 
efeitos negativos relacionava-se ao uso do estrogênio sem oposição da progesterona 
(Neves et al., 1994). A partir de então, o uso da combinação foi avaliado em diversos 
estudos observacionais que sugeriram inúmeros benefícios da suplementação 
hormonal na prevenção de doença cardiovascular, osteoporose e no declínio cognitivo 
(Cauley et al., 2001). A TH foi vista como solução de muitos dos problemas da mulher 
em processo de envelhecimento, sendo relatado rejuvenescimento da pele, 
manutenção da libido, melhora da qualidade de vida e controle da depressão associada 
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à menopausa (Khaw, 1998). No entanto, resultados provenientes de alguns desses 
estudos observacionais mostraram-se sujeitos a vieses de seleção, haja vista que as 
mulheres incluídas apresentavam características mais favoráveis à manutenção da 
saúde em geral e da boa condição cardiovascular (Johnson, 1998; Barrett-Connor, 
1998; Ettinger 1998).  
A realização de ensaios clínicos randomizados de grande porte 
como o WHI (Rossouw et al., 2002) e o HERS (Grady et al., 1998) geraram novos 
resultados que contestaram os estudos observacionais, modificando a fundamentação 
para o uso racional da reposição hormonal na menopausa e gerando uma sensível 
redução na sua prescrição (Manson, Martin, 2001; De Lorezi et al., 2009).  
Os achados do estudo WHI apontaram para um risco significativo 
maior para eventos tromboembólicos e câncer de mama, respectivamente, no final do 
primeiro e após o quinto ano do uso contínuo de estrógenos conjugados equinos 
associados a acetato de medroxiprogesterona, quando comparado com um grupo 
controle sem qualquer medicação hormonal (Rossow et al., 2002). O estudo HERS 
avaliou os efeitos da associação estrogênio-progesterona na prevenção secundária da 
doença cardiovascular em mulheres pós-menopáusicas com doença coronariana 
estabelecida, encontrando aumento no risco de doença cardíaca isquêmica e aumento 
na incidência de eventos tromboembólicos venosos (Grady et al., 1998). 
Em ensaio clínico paralelo ao estudo WHI, em que se empregou 
somente o estrógeno conjugado em pacientes histerectomizadas, não houve aumento 
da incidência de doença arterial coronariana e câncer de mama, mas a incidência de 
acidente vascular cerebral (AVC) foi 39% maior nas pacientes tratadas com estrogênio 
(Barrett-Connor, Grady, 1998). 
Posteriormente, novos estudos relataram os benefícios da terapia 
hormonal e defenderam sua utilização (Zhao et al, 2013; Yang et al., 2013), porém os 
efeitos adversos apontados acabaram por levar a uma maior reflexão e precaução 
acerca da assistência à mulher na menopausa (De Lorenzi et al, 2009). 
 
2.5. Isoflavonas da soja 
O receio dos efeitos da TH e a crescente demanda por terapias 
naturais aumentou significativamente a utilização dos fitoestrogênios, principalmente 
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das isoflavonas da soja, como alternativa terapêutica para o alívio dos sintomas da 
menopausa (Huntley, Ernst, 2003; Xiao, 2008). 
As isoflavonas são compostos químicos fenólicos naturais não 
esteroides pertencentes à classe dos fitoestrogênios, encontrados na soja e nos 
produtos derivados da soja, assim como no trevo vermelho, na semente de linhaça, no 
broto de alfafa e em outros vegetais (Tham et al., 1998). As isoflavonas incluem a 
genisteina, daidzeina, gliciteina, biochanina A e formononetina. A genisteina e daidzeina 
são as moléculas que apresentam maior atividade biológica. Esses compostos são 
estruturalmente semelhantes ao 17β-estradiol por apresentarem um anel fenólico com 
um radical hidroxila no carbono três, estrutura que lhe confere a capacidade de ligação 
seletiva de alta afinidade aos receptores estrogênicos (Figura 3) (Oseni et al., 2008; 
Setchell, Cassidy, 1999; Unfer et al., 2004).  
                                                                  
 
Figura 3- Esquema demonstrativo da estrutura química das principais isoflavonas (genisteina, daidzeina 
e gliciteina) e do 17β-Estradiol (Adaptado de Oseni et al., 2008).           
 
As isoflavonas podem-se ligar às isoformas α e β dos receptores de 
estrogênio, e ao receptor de membrana GPR30, regulando a expressão de genes e a 
atividade intracelular (Jian, 2009; Yuguchi et al., 2013). A afinidade de ligação das 
isoflavonas ao REβ é cerca de 30 vezes superior que ao Reα e ambos receptores 
apresentam propriedades estrogênicas e antiestrogênicas (Leclercq et al., 2011; Zhao e 
Mu, 2011). A propriedade estrogênica e antiestrogênica das isoflavonas depende de 
suas concentrações, da concentração dos esteroides sexuais endógenos e do órgão 
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alvo específico envolvido na interação com os receptores estrogênicos (Kuiper et al., 
1998).  
A genisteina (5,7,4’-trihidroxiisoflavona) e a daidzeina (7,4’- 
dihidroxiisoflavona) estão normalmente na forma de conjugados β-D-glicosídeos 
inativos (moléculas glicosídicas). A forma não conjugada (agliconas) é a forma 
biologicamente ativa da molécula (Di Virgilio et al., 2004). Esses compostos são 
absorvidos pelo epitélio intestinal somente quando hidrolisados por bactérias da 
microflora intestinal e convertidos em suas formas agliconas bioativas; proveniente da 
genisteina convertida em p-ethyl phenol e daidzeina transformada em equol (Miniello et 
al., 2003). 
A soja é o alimento que contém isoflavona mais utilizado. O termo 
soja geralmente se refere a um produto derivado da soja integral (grão). A variação no 
teor de isoflavonas de cada alimento depende das condições de crescimento e 
processamento da soja (Bordignon et al., 2006). A soja contém cerca de quantidades 
iguais de genisteina e daidzeina, com pequenas quantidades de gliciteina.  A proteína 
da soja é a proteína extraída da soja e é uma fonte rica de isoflavonas.  Alguns 
suplementos da soja são feitos a partir do gérmen de soja, que é bastante diferente, 
possuindo elevada concentração de isoflavonas, com concentração quatro vezes maior 
de daidzeina do que de genisteina, e com concentração relativamente elevada de 
gliciteina (Clarkson et al., 2011).  
Os estudos relatam que as isoflavonas da soja têm ação sobre 
alguns mecanismos biológicos tais como proliferação, diferenciação e síntese proteica 
em diferentes células alvo. Estes efeitos são dependentes da dose, do receptor 
estrogênico sob o qual atuam e do alvo celular (Fitzpatrick, 1999). As isoflavonas 
podem exercer efeitos benéficos sobre o organismo humano, tais como ações 
terapêuticas e preventivas de muitas doenças hormônio-dependentes, incluindo câncer, 
doenças cardiovasculares e osteoporose; e melhorias na sintomatologia da 
menopausa, como diminuição dos fogachos, redução do colesterol e melhora das 
alterações urogenitais, dos distúrbios cognitivos e das alterações atróficas da pele 
(Baracat et al., 2005; Nahas et. al, 2004). 
O tipo e a proporção de isoflavonas específicas presentes nos 
produtos derivados da soja podem produzir efeitos muito diferentes. Carbonel et al. 
(2011) observou que altas doses de genisteina provocavam efeito uterotrófico e Cline et 
al. (2004) relatou que misturas ricas em daidzeina eram ainda mais uterotróficas; no 
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entanto, esse efeito não foi relatado em outros estudos que utilizaram suplementos de 
soja com menores concentrações dessas isoflavonas (genisteina e daidzeina) e sem 
que elas estivessem na sua forma isolada (Bahr et al., 2005; Quaas et al., 2013) 
Os estudos ainda atribuem propriedades antioxidantes às 
isoflavonas. Essa ação antioxidante se deve em parte pela presença dos grupos 
hidroxilas em sua estrutura molecular, capazes de reagir e atacar os radicais livres, 
promovendo a produção de radicais estáveis, ou por sua capacidade de quelar os íons 
metálicos (Barbosa et al., 2006). Mas principalmente, as isoflavonas regulam as 
enzimas do sistema antioxidante e modulam receptores nucleares, atuando sobre a 
expressão gênica e as vias de sinalização celular (Moskaug, 2004).  
Diversos estudos epidemiológicos demonstraram a reduzida 
incidência de câncer de mama, endométrio, próstata e cólon nas populações asiáticas, 
nas quais o consumo per capita de soja é cerca de 20 a 50 vezes maior que nas 
populações ocidentais (CROUSE et al., 1999). Assim, a partir das evidências 
científicas, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) autorizou no Brasil a 
comercialização de isoflavonas como medicamento fitoterápico exclusivamente para 
alívio dos sintomas vasomotores e auxilio da redução dos níveis de colesterol 
(ANVISA, 2002).  
Estudos sobre as propriedades antioxidantes das isoflavonas 
poderiam vir a oferecer novas evidências de que estes compostos melhoram a defesa 
antioxidante na pós-menopausa, podendo ser utilizados no combate às doenças 
relacionadas ao estresse oxidativo, como as doenças carcinogênicas que têm sua 
incidência aumentada na menopausa (Evsen et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
17 
 
3 OBJETIVO 
3.1. Objetivo Geral: 
Avaliar o equilíbrio pró-oxidante/antioxidante e as eventuais 
alterações morfológicas no útero de ratas ovariectomizadas, sob a influência das 
isoflavonas da soja. 
 
3.2. Objetivos Específicos: 
 Analisar a espessura do endométrio, a espessura do miométrio e a área glandular; 
 Analisar a imunoexpressão da proteína ki-67 nas células do estroma endometrial e 
do epitélio glandular uterino; 
 Analisar os níveis de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio no útero; 
 Analisar a capacidade antioxidante total no útero; 
 Analisar o nível de peroxidação dos lipídeos no útero. 
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4 MÉTODOS 
Este estudo trata-se de um estudo experimental controlado 
randomizado cego, que foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo (UNIFESP), projeto n° 0023/12 (Anexo 1). 
 
4.1. Animais de experimentação 
Em nosso estudo foram utilizadas vinte ratas da linhagem EPM-1 
Wistar (Rattus norvegicus albinus), com 95 dias e peso médio de ±227g. Os animais 
foram fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais em 
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo - Escola 
Paulista de Medicina (UNIFESP/EPM) e transportados para o biotério da Disciplina de 
Histologia e Biologia Estrutural (UNIFESP/EPM), onde permaneceram confinados em 
gaiolas de comprimento, largura e altura, respectivamente de 45x30x15 cm, em 
ambiente com luminosidade e temperatura controladas (ciclo claro-escuro constante de 
12/12 horas, temperatura ambiente de 22°C) e receberam dieta e água “ad libitum”. 
 
4.2. Obtenção do modelo experimental 
4.2.1. Procedimento Cirúrgico da Ovariectomia bilateral  
Após um período de cinco dias de adaptação, quinze ratas foram 
submetidas ao procedimento de ovariectomia bilateral, para extração dos ovários, com 
o objetivo de interromper a atividade dos estrogênios ovarianos, induzindo os animais a 
um quadro de anestro permanente.  
Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 0,2 mL 
de Ketamina (Dopalen®) e 0,1 mL de xilasina (Anasedan®). Posteriormente, foi 
realizada a tricotomia na região abdominal em área de 4x2 cm², acima da vagina; em 
seguida, foi aplicado álcool iodado com auxílio de gazes para obter melhores condições 
de antissepsia. Uma incisão mediana de 20 mm de comprimento foi feita na pele com o 
auxílio de um bisturi (cabo nº 3 e lâmina nº 10) e em seguida perfuradas as camadas 
musculares e o peritônio. Com o auxílio de uma pinça a gordura adjacente, os cornos 
uterinos e os ovários foram exteriorizados. Com um fio de seda preta 3,0 mm (Ethicon - 
Johnson & Johnson®) os ovários e vasos adjacentes foram ligados e seccionados, 2 
cm abaixo do ovário. Os demais tecidos foram cuidadosamente reintroduzidos na 
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cavidade peritoneal após a certificação da retirada dos ovários e da hemostasia. Em 
seguida, realizou-se a sutura da parede abdominal e posteriormente da pele com 
pontos simples, utilizando fio de categute 3,0 mm (Ethicon - Johnson & Johnson®). A 
ferida operatória foi submetida à antissepsia com álcool iodado (Figura 4). 
   
   
Figura 4- Procedimento cirúrgico de ovariectomia: A- incisão abdominal; B- exteriorização do útero; C- 
laqueadura dos ovários; D- extração dos ovários; E- reintrodução do útero na cavidade abdominal; F- 
sutura da musculatura abdominal e da pele. 
 
As cinco ratas restantes não foram ovariectomizadas, sendo, no 
entanto, falso-operadas, os cornos uterinos e os ovários foram exteriorizados e depois 
reintroduzidos na cavidade abdominal, com o intuito de submetê-las ao mesmo 
estresse do procedimento cirúrgico a que foram submetidas as ratas ovariectomizadas. 
 
4.2.2. Pós-operatório 
Ao término da operação cirúrgica os animais receberam por via oral 
5 mg/kg de Ibuprofeno dissolvido em 500 mL de água corrente durante 24 horas, para 
promover analgesia. O pós-operatório ocorreu sem intercorrências. 
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4.3. Protocolo experimental 
Após os procedimentos cirúrgicos os animais foram divididos em 
quatro grupos: 
 
Grupo I (SHAM) - cinco ratas não ovariectomizadas, falso-operadas, que receberiam 
somente uma solução veículo; 
 
 Grupo II (OVX)- cinco ratas ovariectomizadas que receberiam somente uma solução 
veículo; 
 
 Grupo III (OVX-ISO)- cinco ratas ovariectomizadas que receberiam extrato 
concentrado de isoflavonas da soja; 
 
 Grupo IV (OVX-E2)- cinco ratas ovariectomizadas que receberiam 17β-estradiol. 
 
Um resumo do fluxograma demonstrativo do protocolo experimental 
completo utilizado se encontra no Anexo 2. 
 
4.4. Determinação da massa corporal 
Durante todo o período experimental foi realizado o controle da 
massa corporal das ratas na frequência de uma vez por semana. Este parâmetro foi 
utilizado para acompanhamento do desenvolvimento ponderal das ratas e também para 
determinar o volume das drogas a serem administradas. 
 
4.5. Tratamento  
Nosso estudo utilizou extrato concentrado de isoflavonas da soja 
(ISO) da Novasoy® (Archer Daniels Midland, Decatur, IL, EUA), que contém 40% de 
isoflavonas totais na proporção de 1,3:1:0,3 de genisteina: daidzeina: gliciteina, 
respectivamente, 7-12% de proteina, 4% de cinzas e 6% de umidade, e os 41% 
restantes é composto por outros fitocomponentes da soja. Além disso, utilizou-se 17β-
estradiol (E2) da Sigma-Aldrich Chemicals (Oakville, ON, Canadá). 
O tratamento foi iniciado imediatamente após o procedimento 
cirúrgico de ovariectomia bilateral e se estendeu por trinta dias ininterruptos. Uma 
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média dos pesos dos animais foi aplicada em cada grupo para que fossem calculadas 
as doses administradas. 
Os animais dos grupos GI e GII receberam apenas 0,1 mL de 
solução veículo propilenoglicol (Sinthy®) diariamente por gavagem. As ratas do grupo 
GIII receberam por gavagem 150 mg/Kg de peso do extrato concentrado de isoflavonas 
da soja, dissolvido homogeneamente em 0,1 mL de solução veículo propilenoglicol 
(Sinthy®) por dia. No procedimento de gavagem foi utilizada uma seringa de 5,0 mL 
acoplada a uma cânula metálica de 9 cm de comprimento e 0,7 mm de espessura com 
uma ponta romba, a qual foi introduzida cuidadosamente na cavidade oral do animal 
até a região inicial do esôfago onde foi injetado a solução de isoflavonas da soja 
previamente preparada ou somente o veículo propilenoglicol. As ratas do grupo GIV 
receberam por via subcutânea (agulha 70X25 BD SoloMed™) 10 µg/Kg de peso do 
17β-estradiol por dia (Figura 5). 
  
Figura 5- Tratamento: A- 17β-estradiol aplicado por via subcutânea no dorso; B- Extrato de isoflavonas 
da soja ou solução veículo propilenoglicol administrados por gavagem. 
 
4.6. Exame colpocitológico 
Mudanças citológicas que ocorrem no trato reprodutivo de ratas 
assim como no epitélio vaginal estão relacionadas às secreções hormonais. Com o 
objetivo de avaliar a função hormonal, foram realizados exames colpocitológicos em 
todas as ratas por cinco dias consecutivos, no mesmo horário, a partir do 12º dia após 
a ovariectomia e o dia da eutanásia dos animais. 
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Na realização do exame colpocitológico, após a imobilização dos 
animais, uma haste de algodão foi introduzida na vagina da rata em uma profundidade 
de aproximadamente 0,5 cm do óstio vaginal e realizada uma rotação de 360º. Alguns 
cuidados foram tomados ao inserir a haste na cavidade vaginal, evitando contato com o 
colo uterino (Diel, Schmidt, Vollmer, 2002). Em seguida, o material foi depositado sobre 
uma lâmina de vidro em forma de uma camada fina, o esfregaço fixado em álcool 95% 
e posteriormente corado pelo método de Shorr-Hematoxilina (Shorr, 1940).  
O esfregaço foi analisado em microscópio de luz sob o aumento 
óptico de 40X, onde foram observadas as características celulares para a identificação 
das fases do ciclo estral (Marcondes, Bianchi, Tanno, 2002).  
 
4.7. Eutanásia e coleta do material  
Vinte e quatro horas após a última administração dos fármacos ou 
do veículo, os animais dos grupos GII, GIII e GIV foram submetidos à eutanásia por 
guilhotinamento para coleta do sangue por gotejamento para realização de dosagem 
hormonal. As ratas do grupo GI (SHAM) somente foram submetidas à eutanásia 
quando estivessem na fase de estro. 
Uma incisão longitudinal mediana de aproximadamente 0,5 cm foi 
realizada na pele, na transição do terço médio para o caudal do corpo. E logo após, 
realizada uma abertura da parede muscular de aproximadamente 0,5 cm e afastamento 
da musculatura, atingindo a cavidade abdominopélvica, para assim dissecar e retirar 
imediatamente todo o útero. 
O segundo terço do corno uterino foi separado e fixado em tampão 
aldeído fórmico, e depois transferido para álcool 70% até que fosse realizado seu 
processamento histológico. 
O restante do útero foi imediatamente mergulhado em nitrogênio 
líquido e posteriormente mantido no freezer a -70º C até a realização dos ensaios 
bioquímicos. 
 
4.8. Dosagem hormonal de estradiol 
Amostras de sangue (1 mL) foram coletadas em tubo sem 
anticoagulante (BD Vacutainer®) durante a eutanásia. Posteriormente, o soro foi 
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separado e utilizado para determinação dos níveis de estradiol a fim de controlar os 
níveis hormonais após a ovariectomia e os respectivos tratamentos. 
A dosagem do hormônio estradiol foi realizada por imunoensaio de 
electroquimioluminescência e as medições foram processadas utilizando-se um 
analisador automático, Cobas E601 (Roche Diagnostic, Indiana, EUA), devidamente 
calibrado. As amostras foram dosadas em duplicata. A sensibilidade analítica do ensaio 
é de 5 pg/mL e o coeficiente de variação intra-ensaio foi de 3,3%. Os valores abaixo do 
limite de detecção são indicados como <5 pg/mL.  
 
4.9. Análise Morfológica 
4.9.1. Processamento histológico 
O segundo terço distal do corno uterino foi separado e fixado em 
solução tampão aldeído fórmico por 12 h. As amostras foram, então, desidratadas em 
concentrações graduadas de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e 
impregnados pela parafina líquida, em estufa regulada à temperatura de 60°C por 48 h 
e, em seguida, incluídos. Posteriormente, foram obtidos cortes de 4 µm de espessura 
em micrótomo do tipo Minot (Leica, RM Modelo 2145).  
Os cortes foram distendidos em banho-maria e coletados em 
lâminas histológicas (Perfecta®) e em lâminas silanizadas (Starfrost®), para as lâminas 
destinadas à imunoistoquímica. Após secagem por 6 a 8 h em estufa a 60ºC as lâminas 
foram destinadas aos métodos descritos a seguir: 
 
4.9.2. Coloração pelo Tricrômio de Masson (T.M.)  
O tricrômio de Masson é uma técnica de coloração especial que 
permite a visualização o tecido conjuntivo, especialmente as fibras colágenas do tipo I. 
São utilizados três corantes para diferenciar o núcleo da célula (roxo), o citoplasma 
(vermelho) e as fibras colágenas (azul) (Bancroft, Stevens, 1996). 
Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em 
concentrações crescentes de álcool e em água corrente. Em seguida, os cortes foram 
mergulhados em Hematoxilina por 5 min, lavados em água destilada e tingidos com 
solução de Fucsina-ácida por 10 min. Depois das lâminas lavadas em água destilada, 
foram imersas em Ácido Fosfomolíbdico por 5 min. Por fim, os cortes foram corados 
pelo Azul de anilina 1% por 10 min e, em seguida, diferenciados em solução de Ácido 
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acético 1% por 2 min. Os cortes foram desidratados em concentrações crescentes de 
álcool, diafanizados em xilol e montados em meio permanente (Entellan®) (Bancroft, 
Stevens, 1996). 
As fotomicrografias dos cortes de útero foram documentadas por um 
microscópio de luz (Axiolab Standard 20, Carl Zeiss) acoplado a uma videocâmera de 
alta resolução (AxionCam, Carl Zeiss) e posteriormente submetidas a análise 
histomorfométrica. 
 
4.9.3. Histomorfometria do útero 
A avaliação histomorfométrica foi realizada por meio de um sistema 
de captura de imagem e, em seguida, analisada no software Axiovision 4,8 REL (Carl 
Zeiss). As medições foram realizadas sob as lentes objetivas de 2,5X para análise da 
espessura do endométrio e miométrio e em 4X para a avaliação da área glandular. Para 
cada animal, obtiveram-se três cortes em intervalos mínimos de 80 µm entre cada 
corte, tendo sido analisados os seguintes parâmetros:  
a. Espessura do miométrio- medida da margem interior da camada muscular circular 
até a margem externa da camada muscular longitudinal, em oito regiões distintas do 
miométrio e, em seguida, uma média foi obtida, sendo expressa em µm (Figura 6); 
b. Espessura endométrio- medida a partir da margem superior do miométrio até o 
lúmen do útero, em oito regiões distintas do endométrio e, em seguida, uma média foi 
obtida, sendo expressa em µm (Figura 6); 
c. Área glandular- todo o espaço ocupado pelas glândulas do endométrio uterino foi 
delimitado e, em seguida, somadas as áreas, sendo expressa em mm2 (Figura 6). 
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Figura 6- Fotomicrografia representativa da análise histomorfométrica do útero de ratas. A- Espessura 
do miométrio; B- Espessura do endométrio; C- Área glandular. Os cortes foram corados com Tricrômico 
de Masson. Aumento de 250X e 400X. 
  
4.10. Imunoistoquímica  
A proteína ki-67 é um antígeno sinalizador da proliferação celular, 
que faz parte do arcabouço proteico da cromatina e é expressa, portanto, no núcleo. 
Esta proteína está presente em todas as células em ciclo de divisão celular e ausente 
nas células em repouso (G0), quando as células estão em repouso. A expressão do 
antígeno ocorre nas fases: G1 tardia, S, M e G2 (Dabbs, 2002; Azumi, Czernobilsky, 
2002). 
Os cortes de útero (4 µm de espessura) aderidos em lâminas 
silanizadas foram desparafinados e reidratados. Após lavagem em água destilada, a 
atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com H2O2 3% durante 10 min. Em 
seguida, os cortes foram submetidos à recuperação antigênica em panela de vapor, 
submersos em tampão citrato de sódio 10 mM (pH 6,0) durante 1 h. Após esfriar, os 
cortes foram lavados com tampão fosfato-salino (PBS) 1x e adicionado albumina 
bovina (BSA) 4% sobre os cortes por 20 min para bloqueio dos sítios proteicos 
inespecíficos. O anticorpo Ki-67 (Anticorpo monoclonal de coelho anti Ki-67; Spring 
Bioscience, CA) foi diluído em PBS 1x (1:100) e, então, as lâminas incubadas com os 
anticorpos primários por um período de 12 a 18 horas a 4℃ em câmara úmida. Após a 
incubação, os cortes foram lavados três vezes com PBS 1x e incubados com anticorpo 
secundário streptavidina-biotinada marcada (Dako, Dinamarca) durante 20 min. Após 
remoção do excesso de anticorpo com três banhos em PBS 1x, os cortes foram 
incubados com o sistema estreptavidina-peroxidase (Dako, Dinamarca) por 20 min, 
seguidos por três banhos em PBS 1x. Os sítios antigênicos foram revelados utilizou-se 
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o substrato de 3,3-diaminobenzidina (DAB) para desenvolvimento da cor acastanhada 
(Dako, Dinamarca). Retirado o DAB, as lâminas foram deixadas por 5 min em água 
corrente e então contrastadas com hematoxilina de Carazzi, desidratadas e montadas 
em meio permanente (Entellan®) (Leong, Cooper, Leong, 2010). 
As lâminas foram analisadas em microscópio de luz em objetiva de 
aumento de 100X (Axiolab Standard 20, Carl Zeiss) acoplado a uma videocâmera de 
alta resolução (AxionCam, Carl Zeiss). A imunomarcação do anticorpo ki-67 foi 
analisada nas células do estroma endometrial e do epitélio glandular uterino, sendo 
determinadas a partir de dois cortes por animal obtidos em intervalo mínimo de 80 µm 
entre cada corte. Foi adotado como padrão de positividade o aparecimento de 
coloração marrom acastanhada nos núcleos. A percentagem de núcleos positivos foi 
avaliada quantitativamente em oito campos microscópicos aleatórios e, em seguida, 
uma média foi obtida para cada rata em todos os grupos experimentais. 
 
4.11. Ensaios bioquímicos 
4.11.1. Preparação da amostra 
As amostras de tecidos mantidas à -70ºC foram descongeladas, 
pesadas e uma solução tampão PBS 1x foi adicionada em uma proporção de 0,5 mL de 
tampão para cada 100 mg de tecido. E então preparado um homogeneizado do útero, 
triturando a amostra com auxílio do Polytron PT1200CL® (Kinematica). O 
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm durante 15 min a 4oC e o sobrenadante 
separado para as posteriores utilização nos ensaios de quantificação de espécies 
reativas (DCF), capacidade antioxidante total (TAC); e determinação dos níveis de 
lipoperoxidação (TBARS). 
 
4.11.2. Dosagem de Proteína em microplaca 
Para que fosse possível comparar os valores obtidos nos ensaios a 
serem realizados nas diversas amostras de útero coletadas foi necessário determinar 
as concentrações de proteínas de cada homogeneizado de tecido. Para isso foi 
utilizado um ensaio rápido e sensível, o Quick Start Bradford Protein (Bio-Rad 
Laboratories, Califórnia, EUA).  
Este método envolve a ligação do corante Coomassie Brilliant Blue 
G-250 às proteinas. O corante existe em três formas: catiônico (vermelho), neutro 
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(verde), e aniônico (azul). Sob condições ácidas, o corante está predominantemente na 
forma protonada duplamente vermelho catiônico. No entanto, quando o corante liga-se 
às proteínas, é convertido para uma forma não protonada estável azul e é esta forma 
de proteína-corante azul, que é detectada a 590 nm, utilizando-se um 
espectrofotômetro ou um leitor de microplacas.  
Uma curva padrão foi preparada, utilizando-se BSA em diferentes 
concentrações. As amostras foram descongeladas, homogeneizadas e diluídas na 
proporção de 1:40 (10 µL do homogenato e 390 µL de água milli Q). 
O ensaio foi realizado em placa de microtitulação de 96 wells, onde 
foi transferido 200 µL do reagente Coomassie em cada poço e adicionado 10 µL de 
cada uma das diluições do BSA (padrão) ou de cada amostra já diluída. Utilizou-se 
como branco da reação 10 µL de água deionizada no lugar da solução padrão. A placa 
foi tampada, misturada e incubada por 5 min à temperatura ambiente. Em seguida, as 
respectivas absorbâncias foram determinadas em espectrofotômetro a 590 nm. Cada 
padrão e amostra foram testados em duplicata e calculados a média das absorbâncias.  
O valor da absorbância do branco foi subtraído de todos os valores 
das absorbâncias dos padrões e das amostras. Um gráfico foi traçado utilizando os 
valores das absorbâncias a 590 nm e concentrações dos padrões (Figura 7) para 
determinar a tendência linear e equação da curva padrão (Lei de Beer), que foi utilizada 
para calcular as concentrações de proteina das amostras. 
 
Figura 7- Curva padrão de ensaio de dosagem de proteina para determinação da equação da Lei de 
Beer.  
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Nas amostras que foram diluídas, ajustou-se a concentração final, 
multiplicando os valores obtidos pelo fator de diluição utilizado. Os resultados são 
expressos em mg/mL. 
 
4.11.3. Ensaio de formação do 2'-7' diclorofluoresceina (DCF) 
O ensaio de formação do DCF foi utilizado para a determinação dos 
níveis de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio presentes na amostra através do kit 
Cellular ROS/RNS Detection Assay (Abcam Biochemical, Massachusetts, EUA). O 
ensaio baseia-se em método direto pela formação de produtos da modificação 
oxidativa da sonda exógena 2'-7' diclorodihidrofluoresceina diacetato (Carboxi-
H2DCFDA), que possuem propriedades fluorescentes, podendo ser detectados em 
comprimentos de onda de excitação e emissão de 485 e 538 nm, respectivamente. 
As esterases presentes no meio extracelular clivam o grupamento 
acetato do Carboxi-H2DCFDA, gerando a forma reduzida deacetilada não fluorescente 
2'-7' diclorodihidrofluoresceína (Carboxi-DCFH). Mais tarde, o Carboxi-DCFH é oxidado 
por espécies reativas de oxigênio/nitrogênio presentes na amostra e é assim convertido 
no composto altamente fluorescente 2'-7' diclorofluoresceina (Carboxi-DCF), podendo 
ser detectado por espectroscopia de fluorescência (Figura 8) (Lebel et al., 1992). 
 
Figura 8- Formação do DCF através de oxidação do DCFDA (Adaptado de Lebel et al., 1992). 
 
Este ensaio deve ser realizado ao abrigo da luz, para isto foi 
utilizada uma placa de microtitulação de 96 wells preta opaca, onde foi transferido 100 
µL de água deionizada e 75 µL de H2DCF-DA 20 µM (Abcam Biochemical, 
Massachusetts, EUA) em cada poço e adicionado 25 µL da amostra diluída. A placa foi 
brevemente homogeneizada e depois incubada a 37oC por 30 min, ao abrigo da luz. 
Um controle positivo da reação e um branco foram utilizados, adicionando-se 25 µL de 
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Tert-butyl hidroperoxido 50 µM (Abcam Biochemical, Massachusetts, EUA) e 25 µL de 
água milli Q, respectivamente, no lugar da amostra. Tanto as amostras quanto o 
controle positivo e o branco foram ensaiados em duplicata. O limite de detecção deste 
ensaio é de 10 mM DCF, sendo que amostras com valores superiores devem ser 
previamente diluídas.  
A formação do derivativo fluorescente oxidado (DCF) foi detectada 
utilizando-se o espectrofotômetro de fluorescência Flex Station 3.0 (Molecular Devices, 
Califórnia, EUA). A quantidade de espécies reativas será dada pela unidade de DCF 
formado, dividido pela concentração de proteína da amostra, sendo o resultado 
expresso em µmol DCF/mg proteina. 
 
4.11.4. Ensaio da capacidade antioxidante total (TAC) 
O ensaio quantitativo para determinação da capacidade antioxidante 
total, QuantiChromTM Antioxidant Assay Kit (BioAssay Systems, Califórnia, EUA), é 
capaz de detectar as três categorias de espécies antioxidantes: o sistema enzimático 
(superóxido dismutase, catalase, peroxidase e glutationa redutase); as macromoléculas 
(albumina, ceruloplasmina, ferritina e transferrina); e uma matriz de moléculas 
pequenas (ácido ascórbico, α-tocoferol, β-caroteno, glutationa, ácido úrico e bilirrubina). 
Este ensaio fornece uma informação do status total de antioxidantes da amostra para 
neutralizar as espécies reativas e combate o estresse oxidativo (Huang et al., 2005).  
O método é baseado na capacidade dos antioxidantes em reduzirem 
o Cu2+ em Cu+ através de mecanismo de transferência de elétrons (SET). Após a 
redução, o íon cobre (Cu+) ainda reage com um reagente de acoplamento cromogênico 
que produz uma reação de cor detectada por espectrofotometria. A intensidade de cor 
da reação a 570 nm é proporcional à capacidade total da amostra redutora (Schlesier 
et al., 2002). 
As amostras foram descongeladas e os reagentes equilibrados à 
temperatura ambiente. Misturou-se 4,5 mL do reagente A (solução de fosfato de 
potássio + sulfato de cobre) e 360 µL do reagente B (4,4’-Dicarboxi-2,2’-biquinolinq) 
para preparar uma solução de trabalho.  
Uma curva padrão deve ser preparada cada vez que o ensaio é 
realizado, utilizando-se como padrão o Trolox 1 mM diluído em diferentes 
concentrações. 
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O ensaio foi realizado em placa de microtitulação de 96 wells, onde 
foi transferido para cada poço 20 µL do padrão ou de cada amostra e adicionado 100 
µL da solução de trabalho previamente preparada. Utilizou-se como branco 20 µL de 
água deionizada no lugar da amostra. A placa foi tampada, misturada e incubada por 
10 min à temperatura ambiente. Após o tempo decorrido a leitura das absorbâncias foi 
realizada. Cada padrão e amostra foram testados em duplicata. 
Um gráfico foi traçado utilizando os valores das absorbâncias contra 
as concentrações dos padrões para determinar a inclinação e o slope (∆y/∆x) da curva 
padrão. Foi subtraído o valor da absorbância do branco de todos os valores das 
absorbâncias dos padrões e das amostras. Calcular a capacidade antioxidante total da 
amostra da seguinte maneira: [TAC] = Absorbância branco – Absorbância amostra 
                                                                          Slope x Proteína 
Os resultados são expressos em µM Trolox Equivalente/mg proteína. 
 
4.11.5. Ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
O estresse oxidativo pode ser avaliado pela quantificação dos 
subprodutos liberados em decorrência da peroxidação lipídica resultante do ataque de 
radicais livres nas membranas celulares, através do método de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico (TBARS). Este ensaio se baseia na capacidade dos aldeídos e 
outros compostos, especialmente o malondialdeido (MDA), um subproduto da 
lipoperoxidação, em reagir na presença do ácido tiobarbitúrico, formando um complexo 
de cor vermelha, detectável por espectrofotometria em 534 nm (Rhoden et al., 1996; 
Silva et al.. 2011). 
Os sobrenadantes dos homogeneizados de tecidos foram diluídos na 
proporção de 1:5 (40 µL de homogenato + 160 µL água milli Q) para então serem 
utilizados no ensaio. 
Em um frasco de vidro, em gelo picado, foi acrescentado 200 µL da 
amostra diluída, 200 µL de ácido tricloroacético (TCA) 17,5% e 200 µL de ácido 
tiobarbitúrico (Sigma-Aldrich Chemicals, Oakville, ON, Canadá), à 0,6% em meio ácido 
(pH 2). A mistura foi homogeneizada e incubada em banho-fervente à 95ºC, ao abrigo 
da luz, por 20 min. Após esfriar em gelo picado, foi adicionado 200 µL de TCA 70%. 
Homogeneizou-se bem a mistura que foi deixada em temperatura ambiente por mais 
20 min. Depois de decorrido o tempo, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 
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15 min e 280 µL do sobrenadante foi depositado em cada poço de uma placa de 
microtitulação 96 wells. As absorbâncias das amostras foram determinadas. Utilizou-se 
como branco 200 µL de PBS 1x no lugar da amostra. Ainda foi utilizado como padrão o 
1,1,3,3 tetramethoxypropanol (Sigma-Aldrich Chemicals, CA). 
 Sabendo-se que o coeficiente de extinção molecular é 0,156 
(nmol/mL)-1, o cálculo se faz: [TBARS]= Absorbância x Diluição 
                                     Coeficiente x Proteína 
 Os resultados são expressos em nmol MDA formado/mg proteína. 
 
4.12. Análise estatística  
Os resultados obtidos foram expressos em Média ± Desvio Padrão 
(DP) para cada grupo analisado. Os grupos foram comparados por análise de variância 
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey-Kramer. O nível de significância para a rejeição 
da hipótese nula foi de p ≤ 0,05. Para todos os testes utilizou-se o programa GraphPad 
Prism 5.0 (San Diego, Califórnia, EUA).  
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5 RESULTADOS 
5.1. Histomorfometria do útero 
A espessura do endométrio e a área glandular mostraram-se 
significantemente maiores nos grupos GI (SHAM) e GIV (OVX-E2) comparados com os 
grupos GII (OVX) e GIII (OVX-ISO). Na espessura do miométrio foram observados 
resultados significativamente maiores em GIV (OVX-E2) em relação aos demais grupos 
e, também em GI (SHAM) em relação aos grupos GII (OVX) e GIII (OVX-ISO) (Tabela 3 
e Figura 9). 
 
Tabela 3- Análise histomorfométrica do útero de ratas dos diferentes grupos 
experimentais 
Grupos 
Espessura 
Endométrio (µm) 
Espessura 
Miométrio (µm) 
Área Glandular 
(mm2) 
GI (SHAM) 654,1 ± 96,3* 281,1 ± 30,8* 72,5 ± 28,4* 
GII (OVX) 400,7 ± 33,8 171,1 ± 24,8 26,6 ± 3,8 
GIII (OVX-ISO) 380,3 ± 21,4 201,8 ± 12,2 24,9 ± 6,8 
GIV (OVX-E2) 584,7 ± 63,9* 323,8 ± 20,7** 69,4 ± 23,0* 
Dados expressos em média ± DP. Os asteriscos indicam diferença estatística (p ≤0,05). Espessura 
endométrio e Área glandular: * SHAM e OVX-E2> OVX e OVX-ISO; Espessura miométrio: ** OVX-E2> 
*SHAM> OVX e OVX-ISO. 
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Figura 9- Análise gráfica da histomorfometria de útero. Dados expressos em média ± DP. Os asteriscos 
indicam diferença estatística (p ≤0,05); Espessura endométrio e Área glandular: * SHAM e OVX-E2> 
OVX e OVX-ISO, Espessura miométrio: ** OVX-E2> * SHAM> OVX e OVX-ISO. 
 
  
  
Figura 10- Fotomicrografia dos cortes uterinos dos diferentes grupos. *Observa-se a maior espessura do 
endométrio e do miométrio em GI e GIV. **Nota-se também uma maior espessura do miométrio em GIV 
em relação à GI. E= endométrio, M= miométrio. Os cortes foram corados com Tricrômico de Masson. 
Aumento de 250X. 
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5.2. Imunoistoquímica Ki-67 
A imunoexpressão da proteína ki-67 revelou-se significativamente 
maior nos grupos GI (SHAM) e GIV (OVX-E2) em comparação aos grupos GII (OVX) e 
GIII (OVX-ISO) tanto no estroma endometrial quanto no epitélio glandular (Tabela 4, 
Figura 11). 
 
Tabela 4- Imunoexpressão da proteína ki-67 no útero de ratas dos diferentes grupos 
experimentais 
Grupos Ki-67 Estroma Endometrial (%) Ki-67 Epitélio Glandular (%) 
GI (SHAM) 14,21 ± 7,27* 9,25 ± 6,41* 
GII (OVX) 0,96 ± 1,71 1,39 ± 1,00 
GIII (OVX-ISO) 0,38 ± 0,32 2,02 ± 1,55 
GIV (OVX-E2) 11,83 ± 3,98* 9,44 ± 3,98* 
Os dados estão expressos em média ± DP. Os asteriscos indicam diferença estatística (p ≤0,05), *SHAM 
e OVX-E2 > OVX e OVX-ISO. 
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Figura 11- Análise gráfica da imunopositividade dos núcleos do estroma endometrial e do epitélio 
glandular ao ki-67. Dados expressos em média ± DP. Os asteriscos indicam diferença estatística (p 
≤0,05); *SHAM e OVX-E2 > OVX e OVX-ISO. 
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                   ESTROMA ENDOMETRIAL               EPITÉLIO GLANDULAR 
  SHAM     
    OVX      
OVX-ISO   
OVX-E2     
Figura 12- Fotomicrografia representativa da imunoexpressão da proteína ki-67 no útero de ratas dos 
diferentes grupos experimentais. Aumento de 400X. 
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5.3. Ensaios Bioquímicos (TAC, TBARS e DCF) 
Os níveis de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio (DCF) se 
apresentam significativamente maiores nos grupos GII (OVX) e GIV (OVX-E2) quando 
comparados com os grupos GI (SHAM) e GIII (OVX-ISO). Observou-se um aumento 
significante na capacidade antioxidante total (TAC) nos grupos GII (OVX) e GIII (OVX-
ISO) em relação aos grupos GI (SHAM) e GIV (OVX-E2). Além disso, em GII (OVX) 
houve um aumento significante do nível de peroxidação dos lipídeos (TBARS) quando 
comparado com os demais grupos (Tabela 5, Figura 13). 
 
Tabela 5- Ensaios bioquímicos no útero de ratas dos diferentes grupos experimentais 
Grupos 
DCF 
(µM DCF/mg proteina) 
TAC (µM Trolox 
Equivalente/mg proteina) 
TBARS 
(nM MDA/mg proteina) 
GI (SHAM) 2336 ± 467,1 79,3 ± 24,35 1,59 ± 0,96 
GII (OVX) 4443 ± 990,9* 160,0 ± 19,19* 7,42 ± 3,35* 
GIII (OVX-ISO) 2735 ± 544,3 183,8 ± 34,01* 3,48 ± 1,51 
GIV (OVX-E2) 5359 ± 1244,0* 82,11 ± 34,39 3,40 ± 0,89 
Os ensaios experimentais são os seguintes: DCF= Níveis de ERO/ERN, TAC= Capacidade antioxidante 
total e TBARS= Nível de peroxidação dos lipídeos. Dados expressos em média ± DP. Os asteriscos 
indicam diferença estatística (p ≤0,05). DCF: *OVX e OVX-E2 > SHAM e OVX-ISO; TAC: *OVX e OVX-
ISO > SHAM e OVX-E2; TBARS: *OVX > SHAM e OVX-ISO e OVX-E2. 
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Figura 13- Mostra a análise gráfica dos ensaios bioquímicos de útero de ratas. (DCF) Níveis de espécies 
reativas, (TAC) Capacidade antioxidante total e (TBARS) Níveis de peroxidação dos lipídios (TBARS). A 
média ± DP. Os asteriscos indicam diferença estatística (p <0,05); DCF: *OVX e OVX-E2 > SHAM e OVX-
ISO; TAC: *OVX e OVX-ISO > SHAM e OVX-E2; TBARS: *OVX > SHAM e OVX-ISO e OVX-E2. 
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6 DISCUSSÃO 
Nosso estudo teve como objetivo investigar se o tratamento com 
isoflavonas da soja exerceria atividade antioxidante, porém sem induzir efeitos tróficos 
e proliferação celular no útero de ratas ovariectomizadas, um modelo animal 
amplamente utilizado como modelo de estudo para desordens pós-menopausa 
(Carbonel et al, 2011). 
As isoflavonas têm recebido crescente interesse clínico devido aos 
seus efeitos benéficos no combate aos sintomas da menopausa em diversos órgãos, 
tais como mama, útero, osso; assim como no sistema cardiovascular e na função 
cognitiva (Rufer, Kulling, 2006). A semelhança estrutural das isoflavonas com o 
estrogênio endógeno, permite que se liguem aos receptores de estrogénio α e β, 
exercendo efeitos benéficos semelhantes aos da terapia estrogênica com a vantagem 
de não apresentarem os indesejáveis efeitos adversos observados na TH clássica 
(Unfer et al., 2004; Oseni et al., 2008) como tromboembolismo, câncer endometrial e de 
mama (Rossouw et al., 2002). Os estudos ainda relatam que as isoflavonas agem 
como moduladoras dos receptores de estrogênio seletivos, devido à sua ligação 
preferencial ao receptor β estrogénio (Setchell, Cassidy, 1999). 
Alguns autores atribuem às isoflavonas uma atividade uterotrófica, o 
que não foi, porém, observado em outros estudos, e assim, tornou-se um assunto de 
constantes debates. Bahr et al. (2005) não revelou diferença significante nos pesos 
uterinos ou na histomorfometria entre ratas OVX não tratadas e ratas OVX que 
receberam proteína de soja ou extrato de isoflavonas. Por outro lado, Salleh et al. 
(2013) demostrou que uma alta ingestão de genisteina poderia induzir alterações 
hiperplásicas e hipertróficas no útero de ratas. Em mulheres, um estudo piloto não 
mostrou efeito da suplementação de fitoestrógeno durante um período de seis meses 
na histologia endometrial (Balk et al., 2002), ao passo que um grande estudo de cinco 
anos com a suplementação de fitoestrógeno encontrou aumento das taxas de 
hiperplasia endometrial (Unfer et al., 2004). Recentemente, Quaas et al. (2013) relatou 
que a suplementação com isoflavonas da soja por três anos não provocam nenhum 
efeito sobre a espessura do endométrio, ou sobre as taxas de hiperplasia do 
endométrio e de câncer em mulheres na pós-menopausa. 
As diferentes populações estudadas, modelo animal, doses, rotina 
de administração, bem como a duração do tratamento e a forma dos suplementos de 
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soja (proteína de soja, extrato de isoflavonas, ou isoflavonas individuais como 
genisteina e daidzeina) têm sido sugeridos como causas de disparidades observadas 
entre os resultados publicados (Bahr et al., 2005). O extrato de soja foi administrado 
em nosso estudo como fonte de isoflavonas. A dose foi determinada baseada em 
estudos prévios onde, usando o mesmo extrato em ratas, a curva dose-efeito em 
relação ao exame colpocitológico e ao peso do útero foi determinada. A dose 
selecionada foi baseada na dose máxima que não alterava o peso uterino e o exame 
colpocitológico (50 µg/Kg/dia) (Santos et al. 2010). 
Em nosso estudo, observou-se que o tratamento com extrato 
concentrado de isoflavonas da soja (150 mg/Kg/dia) não causou quaisquer alterações 
histológicas significantes na espessura endometrial, espessura do miométrio ou na 
área glandular em relação ao grupo GII (OVX). Embora todos estes parâmetros, bem 
como a espessura do miométrio estivessem aumentados no grupo tratado com 
estrogênio, sugerindo efeitos uterotróficos deste tratamento, a qual está de acordo com 
descobertas anteriores (Carthew et al., 1999; Judd et al., 1996), mas que não foram 
evidenciados neste estudo com a administração de isoflavonas. 
Os processos cíclicos de proliferação e diferenciação do endométrio 
uterino são controlados, em grande parte, pelo estrogênio (Diel et al., 2004). A ausência 
de estimulação de aumento uterino é um indicador importante da segurança dos 
compostos estrogênicos ou extratos de plantas na indução de alterações proliferativas 
no útero, que podem eventualmente levar a alterações neoplásicas do tecido 
endometrial (Papke et al., 2009). Em nossos resultados o tratamento com E2 promoveu 
aumento significante na proliferação das células do estroma endometrial e do epitélio 
glandular uterino em comparação com o grupo OVX, em contraste, com o que foi 
observado no grupo tratado com ISO onde não houve indução da proliferação, 
conforme visualizado através da imunoexpressão da proteína Ki-67. Nossos resultados 
sugerem que o extrato concentrado de isoflavonas da soja além de não promover 
aumento da espessura do endométrio, não demonstrou efeito proliferativo nas células 
do estroma endometrial e do epitélio glandular uterino. Estes resultados estão em 
acordo com Gallo et al. (2008) que evidenciou em estudos prévios uma redução 
significante da expressão epitelial da proteína Ki-67 em ratas OVX tratadas com extrato 
de isoflavonas (100 mg/Kg/dia) em comparação com ratas SHAM e OVX, e 
inversamente, o tratamento com 17β-estradiol aumentou significativamente a 
imunoexpressão de Ki-67 no epitélio uterino. Tal como observado em mulheres na pós-
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menopausa por Punyadeera et al. (2008) que reportou um aumento do número de 
células Ki-67 positivas no endométrio após tratamento com 17β-estradiol; e por 
Nikander et al. (2005) que mostrou uma falta de efeito das isoflavonas em estimular a 
expressão do ki-67 nas células endometriais. Os dados indicam que a segurança do 
endométrio à utilização da ISO no útero de ratas parece ser elevada (Diel et al., 2004). 
O equilíbrio pró-oxidante/antioxidante e a eliminação das espécies 
reativas de oxigênio e nitrogênio potencialmente prejudiciais são cruciais para a 
homeostase celular (Selman et al., 2012; Kregel, Zhang, 2007). A modulação da 
atividade antioxidante na pós-menopausa pode ser importante para evitar o estado 
oxidativo e patologias associadas com o estresse oxidativo (Evsen et al., 2013). Chen e 
Kotani (2013) sugeriram em suas investigações que o uso de suplementos 
antioxidantes poderia manter um elevado potencial antioxidante e, assim, reduzir os 
sintomas da menopausa em mulheres durante a transição menopausal. 
O estrogênio é conhecido por exerce efeitos antioxidante em 
diferentes órgãos (Nathan, Chaudhuri, 1998; Sánchez-Rodríguez, 2013). De fato, 
estudos liderados por Chen e Kotani mostram severidade dos sintomas da menopausa 
inversamente relacionados aos níveis séricos de antioxidantes em mulheres na 
menopausa, suspeitando que a diminuição dos níveis de hormônios sexuais femininos 
pode causar um desequilíbrio oxidante/antioxidante (Chen, Kotani, 2013). Em 
pesquisas anteriores a peroxidação dos lipídeos induzida por radicais livres foi proposta 
como um fator etiológico no envelhecimento após a menopausa e em várias doenças 
relacionadas à idade, incluindo aterosclerose, doenças neurodegenerativas e câncer 
(Castanho et al., 2012). Diminuições significantes no estresse oxidativo e aumentos 
significantes da capacidade antioxidante foram observados após tratamento com 
estrogênio no cérebro (Evsen et al., 2013) e no miocárdio (Zhu et al., 2013) de ratas 
ovariectomizadas, exercendo efeitos protetores destes órgãos na falta de estrogênio. 
Neste estudo observou-se que os níveis de ERO/ERN e o nível de 
peroxidação dos lipídeos se encontravam mais elevados no grupo OVX em 
comparação com o grupo SHAM, provavelmente pela perda do estrogênio. Por outro 
lado, a capacidade antioxidante total se apresentou maior no grupo OVX, o que pode 
ser explicado pela ativação excessiva do sistema antioxidante natural, sugerindo uma 
possível resposta adaptativa devido ao aumento da produção de espécies reativas 
(Green et al., 2004). No entanto, esta resposta compensatória não foi suficiente para 
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neutralizar o estresse oxidativo, já que o nível de peroxidação dos lipídeos se 
encontrava significativamente maior no grupo OVX em relação aos demais grupos. 
No grupo tratado com estrogênio, notou-se uma diminuição no dano 
oxidativo aos lipídeos, sendo que os níveis de TBARS revelaram-se significativamente 
menores, no entanto, a capacidade antioxidante total se mostrou significativamente 
menor e os níveis de ERO/ERN não apresentaram diferenças significantes em relação 
ao controle OVX. De acordo com Escalante-Gómez e Quesada (2013) a TH com 
estrogênio conjugado equino diminui o dano oxidativo ao DNA e aos lipídeos no soro 
de mulheres na pós-menopausa, enquanto nenhuma diferença estatística foi 
encontrada na capacidade antioxidante total em comparação com o grupo de mulheres 
que não receberam TH. Mobley e Bruegggemeler (2008) também mostraram que o 
tratamento de células humanas epiteliais mamárias normais em cultura, com estrogênio 
apresentou uma diminuição na atividade da enzima antioxidante catalase. Pajovic e 
Saicic (2008) relataram que a atividade das enzimas antioxidantes é dependente da 
concentração de progesterona e de estrogênio e, após certo período de tempo, a 
ovariectomia bilateral resulta em um aumento significante na atividade da catalase, 
enquanto os tratamentos hormonais não têm qualquer efeito sobre a atividade desta 
enzima. A terapia com estrogénio combinada com baixa dose de progesterona foi 
associada com a diminuição dos níveis de TBARS e do estresse oxidativo, bem como 
aumento da capacidade antioxidante no útero de ratas OVX, podendo prevenir 
patologias relacionadas às espécies reativas (Hekimoglu et al., 2010). Estes estudos 
estão de acordo com os nossos resultados, uma vez que o tratamento com estrogênio 
exerceu efeitos antioxidantes no útero e reduziu o dano oxidativo. 
Acredita-se que muitos dos efeitos benéficos das isoflavonas podem 
estar relacionados, em parte, a sua atividade antioxidante (Möller et al., 2012). Por 
exemplo, Erba et al. (2012) mostrou um efeito positivo da suplementação de 
isoflavonas da soja sobre o estresse oxidativo em mulheres, sugerindo que a ação 
saudável atribuída ao consumo de soja pode ser parcialmente relacionada com o 
potencial antioxidante das isoflavonas, o qual foi demonstrado pelo aumento da 
capacidade antioxidante total e pela diminuição nos danos oxidativos ao DNA (Erba et 
al., 2012). Além disso, Azadbakht et al. (2007) relatou que o consumo de soja reduz os 
níveis plasmáticos de TBARS e aumenta a capacidade antioxidante em mulheres na 
pós-menopausa com síndrome metabólica. Por outro lado, alguns estudos 
demonstraram pouco ou nenhum efeito dos derivados das isoflavonas da soja sobre os 
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biomarcadores do estresse oxidativo (Engelman at al., 2005; Vega-López et al., 2005). 
Neste caso, alguns autores têm atribuído à ausência de efeitos das isoflavonas à baixa 
qualidade dos derivados da soja utilizados nos estudos (Lephart et al., 2004). 
Muito embora estudos anteriores já tenham reportado os efeitos das 
isoflavonas contra as doenças relacionadas ao estresse oxidativo (Hagen et al., 2012; 
Quian et al., 2012; Ullah et al., 2011), poucos estudos evidenciaram este efeito protetor 
das isoflavonas no útero e órgãos reprodutores. Interessantemente, evidências que já 
foram previamente observadas no tratamento com estrogênio (Hekimoglu et al., 2010). 
Em nossas pesquisas observou-se que as isoflavonas também exercem efeitos 
antioxidantes no útero. O tratamento com o extrato concentrado de isoflavonas da soja 
em ratas OVX revelou um aumento da capacidade antioxidante, seguido por uma 
diminuição dos níveis de ERO/ERN, promovendo uma diminuição do estresse oxidativo 
que pode ser evidenciado pela diminuição da peroxidação dos lipídeos (TBARS), 
sugerindo fortemente um efeito antioxidante das isoflavonas. 
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7 CONCLUSÕES 
Em conclusão, o presente estudo evidenciou que o tratamento com 
extrato concentrado de isoflavonas da soja melhora a capacidade antioxidante total e 
diminui o estresse oxidativo, sem induzir efeito trófico e proliferação celular no útero de 
ratas ovariectomizadas. Portanto, as isoflavonas podem ser úteis em manter o 
equilíbrio pró-oxidante/antioxidante no útero, evitando os danos nocivos provocados 
pela ineficiência das defesas antioxidantes contra as espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio, na ausência de estrogénio. 
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8 ANEXOS 
Anexo 1 
Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo 2 
Fluxograma demonstrativo do protocolo experimental 
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Abstract 
 
Estrogen deficiency at menopause leads to loss of antioxidant defense, which promotes 
the increase of reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) and favors the oxidative 
stress. Meanwhile, soy isoflavones (ISO) are known to your high content of 
antioxidants. Objective: To evaluate the effects of soy isoflavones extract (ISO) in the 
prooxidant/antioxidant balance and morphological changes in the uterus of 
ovariectomized (OVX) rats. Methods: Twenty 3-month-old adult female Wistar rats 
were equally divided into four groups: GI- Sham-operated; GII- OVX; GIII- OVX treated 
with ISO (150mg/kg/day); GIV- OVX treated with estrogen (E2) (10µg/Kg/day). After 
thirty consecutive days of treatment, the rats were euthanized and the uterus removed. 
The distal third of the uterine horns were processed for morphometric analyses and 
immunohistochemistry for protein ki-67. Other uteri regions were kept in liquid nitrogen 
and subsequently processed for analysis of ROS/RNS quantification (DCF), total 
antioxidant capacity (TAC) and lipid oxidation status (TBARS). Data were statistically 
analyzed by one-way ANOVA, complemented by Tukey-Kramer test (p≤0.05). Results: 
The endometrial and myometrial thickness, as well as the glandular area did not differ 
significantly between GII and GIII, yet were lower compared to GI and GIV. Since GIV 
exhibited a higher myometrial thickness than all the other groups. Positivity of nuclei for 
expression of Ki-67 in both the glandular epithelium and endometrial stroma were 
significantly higher in GI and GIV compared to GII and GIII. Moreover, ISO treated 
group showed decreased DCF and TBARS levels compared to GII and also, 
improvement of TAC compared to GI and GIV. Despite the significant decrease in 
TBARS, no significant difference in DCF and a decrease in TAC were observed in GIV 
when compared to GII. Conclusions: Our data show that isoflavones improve 
antioxidant status and decrease oxidative stress, without promoting trophic effect and 
cell proliferation in the uterus of rats.  
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Apêndice 
Apêndice 1 
Determinação da massa corporal 
Na análise da massa corporal durante todo o período experimental 
desde a ovariectomia até o final do tratamento, os animais dos grupos GI (SHAM) e 
GIV (OVX-E2) apresentaram uma variação significativamente menor do ganho de 
massa em relação aos grupos GII (OVX) e GIII (OVX-ISO) (Tabela 5).  
 
Tabela- Média da massa corporal durante todo o período experimental e média do 
ganho de massa. 
 Massa corporal (g) Ganho de massa (g) 
Grupos  Inicial   Final   
GI (SHAM) 238,0 ± 18,2 255,6 ± 23,3 17,6 ± 5,6* 
GII (OVX) 229,4 ± 7,2 274,4 ± 10,4 45,0 ± 4,8 
GIII (OVX-ISO) 225,2 ± 12,6 262,2 ± 17,5 37,0 ± 11,8 
GIV (OVX-E2) 214,0 ± 5,5 221,8 ± 2,3 7,8 ± 7,3* 
Dados expressos em Média ± DP. Os asteriscos indicam diferença estatística (p≤ 0,05): * SHAM e OVX-
E2 < OVX e OVX-ISO. 
 
Apêndice 2 
Exame Colpocitológico 
A análise do exame colpocitológico foi baseada na caracterização de 
cada fase do ciclo estral de acordo com a proporção entre três tipos celulares: células 
epiteliais nucleadas, células cornificadas e leucócitos. 
Com relação aos resultados obtidos no esfregaço vaginal, as ratas 
do grupo GI (SHAM) exibiram ciclo estral com sequência regular das fases (diestro, 
proestro, estro e metaestro), com produção normal de hormônios ovarianos, 
compatíveis com a sua condição não castradas e não tratadas. Haja vista que a 
presença normal dos hormônios estrogênicos e progestogênicos proporcionam uma 
dinâmica de maturação normal das células vaginais, permitindo a verificação de um 
esfregaço colpocitológico com grande diferenciação celular, a saber, células 
cornificadas, profundas e intermediárias, além de polimorfonucleados (Figura 1). 
 
  
 
  
 
 
  
 
  
Figura 1- Fotomicrografia de esfregaço vaginal do grupo SHAM corado por Harris-Shorr 100X: A- 
Proestro; B- Estro; C- Metaestro; D- Diestro. 
 
As ratas do grupo GII (OVX) também apresentaram resultados 
coerentes, exibindo esfregaço celular vaginal atrófico durante os cinco dias 
consecutivos, sendo consideradas não produtoras de hormônio ovariano, tendo em 
vista que foram submetidas à ovariectomia bilateral e não receberam tratamento 
hormonal de reposição. Os esfregaços apresentaram-se com escassez de células de 
origem epitelial e grande concentração de polimorfonucleados, com predomínio de 
células de pequeno diâmetro, núcleo grande, central e vesiculoso, com citoplasma 
basófilo, características da camada basal profunda. As células acidófilas, 
características da camada superficial eram raras e apresentavam preservação do 
núcleo e, em algumas, havia sinais de degeneração. Foi observado ainda aumento da 
concentração de muco. A ausência dos hormônios ovarianos impede a maturação 
normal das células vaginais e por isso é observado o predomínio de células imaturas 
da camada profunda do epitélio (Figura 2). 
  
 
 
Verificou-se que o grupo GIII (OVX-ISO) apresentou, assim como o 
grupo GII (OVX), esfregaço vaginal atrófico com pequeno número de células epitelial e 
numerosos polimorfonucleados, com prevalência de células profundas. Embora 
tratadas com extrato de isoflavonas da soja, que apresenta em sua composição 
fitoestrogênios, não demonstraram reversão do quadro de atrofia, revelando quadro de 
falência hormonal ovariana (Figura 2). 
 
Figura 2- Fotomicrografia de esfregaço vaginal dos grupos OVX e OVX-ISO corado por Harris-Shorr 
100X: Anestro com predomínio de leucócitos, muco e presença de células arredondadas da camada 
profunda. 
 
O grupo GIV (OVX-E2) revelou esfregaço eosinofílico com 
predomínio de células superficiais maduras (anucleadas) por vezes queratinizadas ou 
em diferentes etapas do amadurecimento, com núcleo pequeno, e ou médio e 
abundante citoplasma durante os cinco dias consecutivos. Este quadro é compatível 
com o tratamento com 17β-estradiol que promove fenômenos de proliferação, 
diferenciação e descamação do epitélio, desaparecendo os leucócitos e a flora 
bacteriana se torna escassa, conferindo ao esfregaço um aspecto limpo (Figura 3). 
 
Figura 31- Fotomicrografia de esfregaço vaginal do grupo OVX-E2 corado por Harris-Shorr 100X: 
Esfregaço eosinofílico com abundantes células queratinizadas. 
  
 
 
Apêndice 3 
Dosagem hormonal de estradiol 
Os níveis de estradiol no soro dos animais do grupo tratado com 
17β-estradiol (GIV) foram significantemente maiores que dos animais do grupo GI 
(SHAM), os resultados encontrados foram, respectivamente, 281,5±9,9 pg/mL e 
76,7±6,9 pg/mL. Os demais grupos GII (OVX) e GIII (OVX-ISO) obtiveram níveis não 
detectáveis de estradiol no soro (<5 pg/mL), indicando que a ovariectomia bilateral foi 
bem sucedida. Os resultados dos níveis de estradiol no soro dos animais foram 
compatíveis com os encontrados no exame colpocitológico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
